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Botrytis  cinerea  Pers.:Fr.  es  un  hongo  patógeno  de  plantas,  tiene  forma  de  vida 
necrotrófica  y  es  el  agente  causal  de  la  podredumbre  gris.  Su  forma  sexual  es  el 
teleomorfo Botryotinia  fuckeliana Whetzel,  que  raras  veces  se  observa.  El  anamorfo 
Botrytis cinérea se reproduce asexualmente y forma conidios que provocan la infección 
primaria  en  plantas.  En  este  trabajo  se  ha  comparado  el  efecto  fungicida  de  la 
bencilaminopurina  (BAP)  y  del  pirimetanil  (PIRI)  en  dos  aislados  con  distinta 
sensibilidad a ciprodinil, un fungicida análogo al pirimetanil. Se realizaron ensayos para 
estudiar  la  inhibición del crecimiento del micelio, de la germinación de conidios y del 
crecimiento  del  tubo  germinativo.  Mientras  que  el  pirimetanil  inhibió 





Botrytis  cinerea  Pers.:Fr.  é  un  fungo  patóxeno  de  plantas,  ten  forma  de  vida 
necrotrófica e é o axente causal da podremia gris. A súa forma sexual é o teleomorfo 
Botryotinia  fuckeliana  Whetzel  que  raras  veces  se  observa.  O  anamorfo  Botrytis 
cinerea reprodúcese asexualmente e forma conidios que provocan a infección primaria 
en plantas. Neste traballo comparouse o efecto funxicida da bencilaminopurina (BAP) 
e  do  pirimetanil  (PIRI)  en  dous  illados  con  distinta  sensibilidade  a  ciprodinil,  un 
funxicida  análogo  ao  pirimetanil.  Realizáronse  ensaios  para  estudar  a  inhibición  do 












cinerea  is  asexual,  forming  conidia  that  cause  the primary  infection  in plants.  In  this 
study we compared the fungicide effect of benzylaminopurine (BAP) and pyrimethanil 
(PIRI)  in  two  isolates with  different  sensitivity  to  cyprodinil,  a  fungicide  analogue  of 

















Botrytis  cinerea  Pers.:Fr.  es  un  hongo  fitopatógeno  que  posee  una  estructura 
filamentosa. Su parte vegetativa es el micelio que está constituido por hifas, a partir de 
las  cuáles  se  originan  los  conidióforos,  que  producen  conidios  por  reproducción 
asexual (Fig.1) (Latorre et al., 2015). Es el anamorfo de Botryotinia fuckeliana Whetzel 












































Botrytis  cinerea  influye  en  el  equilibrio  entre  los  distintos  tipos  de  muerte  celular 
programada  (autofagia  y  apoptosis)  desencadenando  distintas  respuestas  al 
interaccionar  con  el  huésped.  Por  un  lado,  se  puede  desarrollar  autofagia,  lo  que 
genera  resistencia a  la  infección. Por otro  lado, el huésped puede  ser  colonizado  sin 
perturbarse  el  equilibrio,  siendo  este  tipo  de  colonización  asintomática.  Por  último, 






pared  celular  y  producción  de  metabolitos  fitotóxicos  no  específicos,  por  ejemplo, 
botridial  (Wang  et  al.,  2018),  que  al  acumularse  en  el  tejido  infectado  provoca  un 






patogénesis  aunque  este  ácido  es  más  importante  en  otros  necrotrofos,  como  por 
ejemplo  Sclerotinia  (van  Kan,  2006).  Recientemente,  se  ha  observado  que  los  sRNA 
también juegan un papel importante para la virulencia de Botrytis ya que durante las 
primeras etapas de  infección se produce un bloqueo de  la  respuesta  inmunitaria del 
huésped debido a la producción de sRNA (Veloso y van Kan, 2018).  
 
A  partir  de  una  hifa  del  micelio  del  hongo  se  forman  unos  órganos  de  penetración 
llamados  apresorios.  El  ciclo  de  infección  comienza  cuándo  la  clavija  de  penetración 
formado en el apresorio rompe la cutícula de la célula huésped (Latorre et al., 2015), 
permitiendo que atraviese  la pared y  llegue a  la membrana celular vegetal  (Fig.3). La 
infección  está  favorecida  por  largos  períodos  de  alta  humedad,  temperaturas  de 
























Este  patógeno  presenta  diferentes  enzimas  que  actúan  secuencialmente  según  las 
distintas fases en el proceso de patogénesis. La cutinasa es una enzima hidrolítica que 
cataliza la degradación de cutina e interviene en la fase de penetración en la cutícula. 
En  estafase  de  penetración  ocurre  el  estallido  oxidativo  al  cual  contribuye  la 
superóxido  dismutasa  (BcSOD1)  y  también  las  NADPH  oxidasas  (Williamson  et  al., 
2007; Elad et al., 2007). Las enzimas hidrolíticas extracelulares (entre las que destacan, 
endo‐  y  exo‐poligalacturonasas,  pectin  metilesterasas,  pectin  liasas  y  enzimas 
celulolíticas) degradan la pared celular vegetal.La acción de las endopoligalacturonasas 












Veloso  et  al.,  2016).  El  control  químico  consiste  en  aplicar  fungicidas  químicos  tales 
como  bencimidazoles,  anilinopirimidinas,  dicarboximidas,  N‐fenilcarbamatos, 
inhibidores  externos  de  quinona,  inhibidores  de  succinato  deshidrogenasa  o 
fenilpirroles  (fluodioxonil). Un  fungicida muy usado desde 2008  contra Botrytis  es  el 
boscalid (Fan et al., 2017, Kim et al., 2016). Sin embargo, el fluodioxonil es el fungicida 
más efectivo contra Botrytis ya que produce una inhibición de la germinación del 91% 








cepas  de  Botrytis  resistentes  lo  que  provoca  una  disminución  de  la  eficacia  del 
compuesto  químico  a  largo  plazo.  Además,  el  uso  abusivo  de  los  fungicidas  puede 










Las  anilinopirimidinas  (APs)  como  ciprodinil,  pirimetanil  y  mepanipirima  (Fig.4) 
representan  una  de  las  cuatro  clases  de  fungicidas  más  usados  contra  Botrytis 
introducidos  en  la  década  de  los  90.  Son  altamente  activas  contra  el  hongo  ya  que 
interfieren  en  la  síntesis  de  aminoácidos  y  la  secreción  de  proteínas  (Hahn,  2014). 
Además, evitan la secreción de enzimas hidrolíticas fúngicas, por ejemplo, las lacasas, 

























y  AniR3deben  su  resistencia  a  bombas  de  secreción  que  reducen  la  concentración 
intracelular  de  APs,  mientras  que  en  el  caso  de  AniR1  se  desconoce  la  causa  de  su 







fisiológicos  y  de desarrollo  de  la  planta,  tales  como  la  regulación del  crecimiento,  la 
senescencia  foliar,  la  apoptosis  vegetal,  la  nodulación,  la  movilización  de  los 
nutrientes, las respuestas a la luz, la dominancia apical o la germinación de las semillas 
(Espinosa de los Monteros, 2006). Altas concentraciones de estas fitohormonas como 
la  6‐bencilaminopurina  reducen de manera  significativa  el  diámetro de  la  colonia de 
distintos hongos fitopatógenos (Sharma et al., 2010). 
 













































En este  trabajo hemos comparado  la acción  fungicida de  la bencilaminopurina  (BAP) 
con  la de un  fungicida del  grupo de  las APs  (el pirimetanil  (PIRI))  en dos aislados de 















2. Determinar  si  la bencilaminopurina inhibe  la  germinación  de  conidios 
de Botrytis cinerea como el pirimetanil. 
    
















Para  este  experimento  vamos  a  utilizar  dos  aislados  de  Botrytis 
cinerea proporcionados por Dolores  Fernández  Ortuño  de  la  Universidad  de Málaga.  
Los aislados están clasificados según su distinta sensibilidad a Botrytis  cinerea:  B19AR 
(altamente resistente)  y  B65S  (sensible).  Para mantener  la  actividad  y  conseguir  una 
mayor esporulación del hongo se hicieron diversos repicados. Esta técnica consistió en 
hacer  cortes  de  porciones  aproximadamente  1  cm²  de  cada  aislado  y  realizar  su 
siembra  a  nuevas  placas  de  Petri  en  un  medio  PDA  (Patata  Dextrosa  Agar),  bajo 












de  tres  días,  y  se  obtuvieron  discos  de  9  mm  con  un  sacabocados  en  condiciones 
estériles.  Estos  discos  se  sembraron  en  cada  una  de  las  placas.  Posteriormente, 




















compuestos  sobre  la  germinación  de  los  conidios  del  hongo.  En  este  caso  se  usó 




cada  placa  y  se  utilizó  un  asa  de  siembra Digralsky  para  obtener  una  suspensión  de 
conidios. Luego se añadieron otros 5 mL de agua destilada, y la suspensión se filtró a 
través de lana de vidrio estéril para eliminar los restos de micelio. Una vez obtenidos 
los  conidios,  se  centrifugó  la  suspensión  a  1500  xg  durante  5  min.  Se  eliminó  el 
sobrenadante y el precipitado  se  resuspendió en 10 mL de agua destilada estéril.  Se 
repitió el mismo proceso de centrifugado, y se resuspendió el nuevo precipitado en 1 















Después se preparó una  suspensión  con  una  concentración  de  106 conidios/mL,  a  la 
que se añadieron los distintos tratamientos: BAP 50 µM, PIRI 50 µM y control, que se 
prepararon añadieron al medio PDA una solución madre de los compuestos disueltos 
en  dimetilsulfóxido  (DMSO),  siendo  la  concentración  final  de  DMSO  de  0,5%  (v/v) 
en todos los casos. También se añadió en todos los casos glucosa a una concentración 
final  de  10  mM  para  favorecer  la  germinación.  Los  tratamientos  se  aplicaron  en 
condiciones  de  humedad  relativa  alta  y  23ºC  durante  6h.  Tras  la  incubación,  se 
observaron  al  microscopio  (Fig.9),  calculando  el  porcentaje  de  germinación  tras 
















El análisis estadístico se  ha  realizado  con  los  programas  Microsoft  Office  Excel 
y Statgraphics Centurion XVIII.  En el caso de los experimentos con micelio, los datos se 
analizaron con un ANOVA y un test de Duncan (α=0,05). En el caso del porcentaje de 











En  las  siguientes  gráficas  se muestran  los  resultados  del  crecimiento  de  los  aislados 
de Botrytis cinerea (B65S y B19AR) con distinta sensibilidad a ciprodinil.  
  
En  la  Figura  10  se  observa  que  el  aislado  B65S  es  inhibido  significativamente  con 
respecto al control solamente por pirimetanil, mientras que el crecimiento del hongo 



















En  la  figura  11  se  observa  que  el  aislado  B19AR  es  inhibido  significativamente  con 
respecto al  control  tanto por bencilaminopurina como por pirimetanil,  sin embargo el 
























Para  este  estudio  se  tomaron  muestras  del  aislado  B65S  de Botrytis cinerea que 
mostraban  mayor  esporulación  para  poder  ver  los  conidios  en  el  microscopio  y 
hacer una  valoración  de  los  germinados  y  no  germinados  (Fig.  12).  Dentro  de  los 
germinados se hace una medida de su tubo de germinación (Fig. 13).   
 
En  la  figura  12  se  observa  que  en  el  aislado  B65S  el  porcentaje  de  conidios  no 
germinados es significativo con respecto al control solamente por pirimetanil, mientras 















es  inhibido  significativamente  con  respecto  al  control  tanto 




























resultados que  se  obtuvieron del  estudio  de  germinación de  los  conidios,  se  sugiere 
que tanto BAP como PIRI inhiben de manera notable la germinación de los conidios y 
el  desarrollo  del  tubo  de  germinación.  En  general,  se  puede  observar  cómo  es más 
efectivo el  tratamiento con pirimetanil ya que el aislado B65S muestra sensibilidad a 
ciprodinil.  En anteriores estudios (Leroux  et al., 2002) se ha descrito que la actividad 
de  los  fungicidas  reside  principalmente  en  el  bloqueo  de  la  germinación  de  los 
conidios. Esto es debido a que se frena la producción de varias enzimas que contienen 
glutatión  que  están  implicadas  en  la  germinación  de  la  espora.  Además,  las 
anilinopirimidinas  son  inhibidoras de  la biosíntesis de metionina y  se ha demostrado 
que  inhiben  la elongación del  tubo de germinación y el desarrollo micelial del hongo 




del  micelio.  Sin  embargo,  otras  citoquininas  como  la  quinetina  y  el  hemisulfato  de 
adenina no inhibieron el crecimiento del hongo. Esto es indicativo de que el poder de 
inhibición reside en el anillo benceno que contiene BAP. La BAP tiene cierta analogía 
estructural  con  los  benzimidazoles,  un  tipo  de  fungicidas  que  interfieren  en  el 
citoesqueleto  fúngico  afectando al  ensamblaje de  la  subunidad de β‐tubulina  (Hahn, 
2014;  Jurick et al., 2017; Kretschmer et al., 2009). Las anilinopirimidinas modifican  la 
síntesis  de  aminoácidos  y  la  secreción  de  proteínas  (Hahn,  2014).  El  efecto  de 
pirimetanil  es más  notable  en  la  germinación  de  los  conidios  y  en  la  elongación  del 
tubo de germinación que en la tasa de crecimiento del micelio (Tian et al., 2019) tal y 














1. El  crecimiento  del  micelio  del  aislado  B19AR  fue  inhibido  tanto  por 









1. O  crecemento  do  micelio  do  illado  B19AR  foi  inhibido  tanto  por 
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